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STUDI ANTIBODI POLIKLONAL SEBAGAI KANDIDAT KIT DETEKSI 
AFRICAN SWINE FEVER BERBASIS PROTEIN REKOMBINAN p22-ASFV 
PADA HEWAN COBA KELINCI (Oryctolagus cuniculus) 
ABSTRAK 
 
African swine fever merupakan penyakit yang disebabkan oleh African swine fever 
virus (ASFV) yang memiliki tingkat kematian yang tinggi pada babi. ASF menjadi 
ancaman global karena kurangnya vaksin saat ini dan tidak tersedianya pengobatan untuk 
penyakit yang memiliki angka morbiditas dan fatalitas kasus hingga 100% ketika strain 
patogenik ASFV terlibat. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mempelajari karakter 
poliklonal   antibody hasil induksi protein spesifik p22-ASFV fragmen yang dikloning dan 
diekspresikan pada media kultur sel bakteri E.coli BL21 pada kelinci jantan New Zealand 
White (Oryctolagus cuniculus). Sampel protein rekombinan  p22-ASFV yang digunakan 
berasal dari PUSVETMA Surabaya. Lalu dilakukan purifikasi protein rekombinan p22 
dengan metode elektroforesis SDS-PAGE dan dilanjutykan metode elektroelusi terhadap 
protein dengan berat molekul 22 kDa. Imunisasi pada kelinci jantan New Zealand White 
(Oryctolagus cuniculus) diberikan secara subkutan 800µl yang ditambah adjuvant CFA 
(Complete Freund’s Adjuvant) dan IFA (Incomplate Freund’s Adjuvant). Metode indirect 
ELISA dilakukan untuk mengukur titer antibodi dan melihat karakteristik antibodi 
dilakukan dengan metode Western Blot. Uji imunogenisitas protein p22 menggunakan 
metode indirect ELISA memiliki nilai titer antibodi tertinggi pada bleeding minggu ke-7 
dengan nilai . Pada uji Western Blot menunjukkan bahwa antibodi anti-p22 dapat 
mengenali antigen p22 pada berat molekul 21,93 kDa. 
 

















STUDY OF POLYCLONAL ANTIBODIES AS A CANDIDATE OF 
AFRICAN SWINE FEVER DETECTION KIT BASED ON p22-ASFV 
RECOMBINANT PROTEIN ON RABBIT (Oryctolagus cuniculus) 
ABSTRACT 
 
African swine fever is a disease caused by African swine fever virus (ASFV) 
which has a high mortality rate in pigs. ASF is a global threat due to the current lack of 
vaccines and the unavailability of treatment for diseases that have a morbidity and case 
fatality rate of up to 100% when pathogenic ASFV strains are involved. The purpose of 
this research is to study the character of polyclonal antibody specific results of the 
induction of p22-ASFV protein fragments were cloned and expressed on the cell culture 
media E.coli BL21 on male New Zealand White rabbits (Oryctolagus cuniculus). Samples 
P22-ASFV recombinant protein is derived from PUSVETMA Surabaya. Purification of 
the recombinant P22 protein was carried out using the SDS-PAGE electrophoresis method 
and continued with the electroelution method for proteins with a molecular weight of 22 
kDa. Immunization of male New Zealand White rabbits (Oryctolagus cuniculus) was 
administered subcutaneously 800 µL then added with adjuvant CFA (Complete Freund's 
Adjuvant) and IFA (Incomplete Freund's Adjuvant). The Indirect ELISA method was used 
to measure the antibody titers and characteristics of antibodies was conducted by Western 
Blot method. The immunogenicity test for p22 protein using the Indirect ELISA method 
had the highest antibody titer values in bleeding week 7 with a value of 1.144. The 
Western Blot test showed that the anti-p22 antibody could recognize the p22 antigen at a 
molecular weight of 21,93 kDa 
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BAB I PENDAHULUAN 
 
1.1 Latar Belakang  
African swine fever merupakan penyakit yang disebabkan oleh 
African swine fever virus (ASFV) yang memiliki tingkat kematian yang 
tinggi pada babi. ASF menjadi ancaman global karena angka morbiditas 
dan fatalitas kasus hingga 100% ketika terjadi infeksi strain patogenik 
ASFV. Kebutuhan akan daging babi yang tinggi dapat mengakibatkan 
stabilitas virus tinggi dalam produk daging yang diolah dengan tidak 
layak, serta penyebaran produk daging babi melalui jalur perdagangan 
dapat memperluas penyebaran virus ASF. African swine fever merupakan 
penyakit yang termasuk dalam daftar A di OIE dan menjadi penyakit yang 
harus dilaporkan karena potensi penyebaran untuk menyebar yang cepat 
dan berdampak terhadap sosioekonomi, kesehatan masyarakat dan 
perdagangan. Pengenalan penyakit ini pada babi domestik dilakukan 
pertama kali oleh Montgomery pada tahun 1921, awalnya penyakit ini 
disebut dengan East African swine fever lalu berubah menjadi African 
swine fever (Liu, 2014). 
African swine fever diduga berkembang di Afrika bagian selatan 
dan timur, dimana siklus pemeliharaan dan transmisi sylvatic yang 
melibatkan inang alami dan vektor, yaitu babi hutan (Phacochoerus spp.) 
dan caplak argasid (Ornithodoros moubata complex). Caplak hidup di 
tubuh babi dan memakan darah lalu menularkan virus yang dibawa oleh 
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caplak. Babi hutan dikenal kebal terhadap efek patogenik virus, tidak 
mengembangkan viremia dan tidak menunjukkan tanda-tanda klinis 
meskipun virus dapat diekstraksi dari jaringan limfoidnya. Caplak dapat 
hidup dan menularkan virus ke babi selama beberapa tahun dan juga 
menularkan virus secara transovarial, transtadial dan seksual (Penrith, 
2009).  
Manifestasi penyakit terdiri dari tahapan perakut, akut, subakut, 
dan kronis. Pada bentuk perakut babi akan mati dalam 4 hari setelah 
infeksi tanpa adanya lesi. Pada bentuk akut menunjukkan kematian yang 
tinggi pada babi yang terinfeksi (mortalitas 90-100%) 4-21 hari setelah 
infeksi, dengan karakteristik perubahan patologi seperti vaskulitis, 
termasuk erythema kulit, edema pulmo, hyperaemic splenomegaly 
hemoragi lymphadenitis, dan hemoragi petechiae pada pulmo, saluran 
urinari dan ginjal. Pada bentuk subakut yang disebabkan oleh isolat 
virulen mortalitas sekitar 30-70%, masa inkubasi lebih lama (babi akan 
mati pada hari 20 setelah infeksi) dan gejala klinis terlihat kurang jelas, 
terdapat beberapa seperti perubahan vaskular, hemoragi dan edema. Isolat 
virulen yang rendah dapat menyebabkan terjadinya bentuk kronis dari 
penyakit, yang dikarakterisasikan oleh tidak adanya lesi vaskular dan 
angka kematian yang rendah, tetapi tanda-tanda seperti pertumbuhan yang 
terhambat, kekurusan, pembengkakan sendi, ulkus kulit dan lesi yang 
berhubungan dengan infeksi bakteri sekunder (Sanchez, 2018). 
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African swine fever virus adalah virus dsDNA yang merupakan 
anggota genus Asfivirus, termasuk ke dalam keluarga Asfarviridae. Ciri-
ciri unik dari virus ini yang awalnya diklasifikasikan dalam Iridoviridae 
karena lokasi genom sitoplasma dan struktur yang sama, kemudian masuk 
ke dalam Poxviridae berdasarkan struktur dan replikasi genom 
mengakibatkan terciptanya keluarga baru berdasarkan nama virus. Genom 
dsDNA ukurannya bervariasi, panjangnya berkisar antara 170 hingga 190 
kb. Variasi ukuran ini disebabkan oleh heterogenitas panjang di bagian 
pusat sekitar 125 kb. Daerah variabel kiri berkisar antara 38-47 kb dan 
daerah variabel kanan berkisar antara 13-16 kb. Variasi panjang genom 
antara isolat tidak hanya karena variasi panjang di daerah mengapit tetapi 
juga muncul dari variasi panjang kecil di CCR (central conserved region). 
Protein virus yang stabil secara antigenik yaitu P72 yang membentuk lebih 
dari 30% dari massa protein virion, mewakili satu dari 150 kerangka 
terbuka yang dikodekan oleh genom telah terbukti menjadi penanda 
diagnostik dan epidemiologi molekuler (Liu, 2014). Protein p22 dikodekan 
oleh gen ORF KP177R. Protein ini memiliki berat molekul 22 kDa dan 
terletak dibagian eksternal virus dan membawa hidrofobil domain yang 
dicirikan oleh sinyal peptida. p22 berlokasi di amplop virus sebagai gen 
tunggal (Luka, 2016).  
Dari latar belakang diatas maka penelitian ini bertujuan  untuk 
mendapatkan antibodi poliklonal dari kelinci putih New Zealand 
(Oryctolagus cuniculus) menggunakan protein rekombinan p22. 
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1.2 Rumusan Masalah 
Adapun rumusan masalah dalam penilitian ini di antaranya: 
1. Apakah protein rekombinan p22-ASFV dapat menginduksi 
terbentuknya antibodi poliklonal pada kelinci (Oryctolagus cuniculus)? 
2. Apakah antibodi poliklonal p22-ASFV mengenali protein rekombinan 
p22-ASFV berdasarkan metode Western Blot? 
1.3 Batasan Masalah 
1. Antigen yang digunakan merupakan protein rekombinan p22 yang 
didapatkan dari Pusat Veteriner Farma Surabaya dengan berat molekul 
terkonfirmasi 22 kDa.  
2. Hewan kelinci putih New Zealand (Oryctolagus cuniculus) berjenis 
kelamin jantan usia 6 bulan yang didapatkan dari Moen Farm (Ternak 
Kelinci Ras dan Hias) Sidomulyo Kota Batu dan penelitian ini telah 
mendapatkan Surat Kelaiakan Etik. 
3. Analisa profil pita protein p22 menggunakan metode SDS- PAGE (Sodium 
Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis). 
4. Purifikasi protein rekombinan p22 dengan menggunakan metode 
elektroelusi gel SDS-PAGE. 
5. Analisa titer antibodi dan imunogenesitas terhadap protein p22 dengan 
metodi ELISA. 
6. Analisa spesifisitas anti-p22 menggunakan metode Western Blot. 
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1.4 Tujuan  
Adapun tujuan penilitian ini di antaranya: 
1. Untuk mengetahui bahwa protein rekombinan p22-ASF  mampu 
menginduksi  terbentuknya  poliklonal antibodi p22 dengan metode 
ELISA. 
2. Untuk membuktikan antibodi poliklonal  p22-ASF dapat mengenali 
protein p22-ASFV dengan metode Western Blot 
1.5 Manfaat  
Dapat memberikan informasi tentang pengembangan model diagnosa 
ASF sehingga dapat digunakan dalam sumber literasi untuk mengatasi 
dan menanggulangi penyebaran penyakit ASF. 
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BAB II TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1 African Swine Fever 
African swine fever dikenal dengan demam babi Afrika 
merupakan penyakit infeksius pada babi bersifat hemoragik yang 
disebabkan oleh virus DNA beruntai ganda. Virus ini menyebabkan 
demam berdarah dengan tingkat kematian yang tinggi pada babi 
domestik dan babi liar. African swine fever (ASF) pertama kali 
dilaporkan di Kenya pada tahun 1920 (Montgomery 1921) dan saat ini 
ASF telah menyebar ke Asia termasuk Indonesia (Sendow, 2020). ASF 
menjadi ancaman global karena kurangnya vaksin saat ini dan tidak 
tersedianya pengobatan untuk penyakit yang memiliki angka morbiditas 
dan fatalitas kasus hingga 100% ketika strain patogenik ASFV terlibat 
(Liu, 2014).   
Pengenalan penyakit ini pada babi domestik dilakukan pertama 
kali oleh Montgomery pada tahun 1921, awalnya penyakit ini disebut 
dengan East African swine fever lalu berubah menjadi African swine 
fever (Liu, 2014). ASF diduga berkembang di Afrika bagian selatan dan 
timur, dimana siklus pemeliharaan dan transmisi sylvatic yang 
melibatkan inang alami dan vektor, yaitu babi hutan (Phacochoerus 
spp.) dan caplak argasid (Ornithodoros moubata complex) (Sanchez, 
2018). Semua keluarga babi rentan terhadap infeksi, tetapi penyakit 
klinis hanya terlihat pada babi domestik dan liar. Babi liar di Afrika 
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merupakan pembawa ASF yang asimtomatik dan bertindak sebagai 
reservoir virus di Afrika. (Beltran, 2017).  
Penyakit ASF tidak bersifat zoonosis sehingga tidak 
menimbulkan resiko terhadap kesehatan manusia, tetapi mempunyai 
dampak terhadap ekonomi yang sangat signifikan bagi peternak babi di 
dunia karena morbiditas dan mortalitasnya yang tinggi. Dampak 
penyakit ASF juga dirasakan pada industri pakan babi dan pemasok 
bahan baku pakan seperti China. Oleh karena itu, penyakit ini termasuk 
dalam daftar OIE notifiable disease dan juga dapat termasuk dalam 
bioterror untuk menghancurkan kondisi ekonomi di suatu wilayah 
dengan populasi babi tinggi dan peternak yang hanya mengandalkan 
mata pencarian dari beternak babi (Sendow, 2020). 
2.1.1 Etiologi  
African swine fever virus adalah virus dsDNA yang merupakan 
anggota genus Asfivirus, termasuk ke dalam keluarga Asfarviridae. 
Ciri-ciri unik dari virus ini yang awalnya diklasifikasikan dalam 
Iridoviridae karena lokasi genom sitoplasma dan struktur yang sama, 
kemudian masuk ke dalam Poxviridae berdasarkan struktur dan 
replikasi genom mengakibatkan terciptanya keluarga baru berdasarkan 
nama virus. Genom dsDNA ukurannya bervariasi, panjangnya berkisar 
antara 170 hingga 190 kb. Variasi ukuran ini disebabkan oleh 
heterogenitas panjang di bagian pusat sekitar 125 kb. Daerah variabel 
kiri berkisar antara 38-47 kb dan daerah variabel kanan berkisar antara 
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13-16 kb. Variasi panjang genom antara isolat tidak hanya karena 
variasi panjang di daerah mengapit tetapi juga muncul dari variasi 
panjang kecil di CCR (central conserved region) (Liu, 2014). Virion 
ASF memiliki struktur ikosahedral kompleks yang dikelilingi oleh 
lapisan membran dengan diameter 200 nm. Bagian inti virus terdiri dari 
nukleoprotein yang tertutup oleh protein matriks yang dikelilingi oleh 
kapsid membran bagian dalam lapisan (Yoo, 2020). 
 
Gambar 2.1 Virion Asfarviridae (Beltran, 2017) 
2.1.2 Gejala klinis 
African swine fever (ASF) adalah penyakit virus menular yang 
menyerang babi dari segala usia. Bisa muncul dalam berbagai bentuk 
mulai dari perakut, akut,subakut, menjadi kronis dan tidak terlihat. ASF 
paling sering dikenali dalam bentuk akut dengan kematian terkait 
hingga 100 persen  (Beltran, 2017). Infeksi subklinis menunjukkan 
gejala yang tidak tampak pada babi, virus akan bertahan dalam waktu 
lama di jaringan atau darah dari babi yang telah sembuh atau yang 
terinfeksi dengan isolat virulensi rendah lalu mengakibatkan 
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meningkatnya penularan virus, persistensi penyakit, wabah sporadis dan 
masunya ASFV ke zona penyakit bebas (Sanchez, 2018). 
Babi yang terinfeksi pada bentuk perakut akan mati dalam 4 hari 
setelah infeksi tanpa adanya lesi (Sanchez, 2018). Ditandai dengan 
demam tinggi (41-42°C), kehilangan nafsu makan dan tidak aktif. 
Kematian mendadak mungkin terjadi dalam 1-3 hari sebelum 
perkembangan tanda klinis apa pun. Seringkali, tanda klinis dan lesi 
pada organ tidak terlihat (Beltran, 2017). Pada bentuk akut 
menunjukkan kematian yang tinggi pada babi yang terinfeksi 
(mortalitas 90-100%) 4-21 hari setelah infeksi, dengan karakteristik 
perubahan patologi seperti vaskulitis, termasuk erythema kulit, edema 
pulmo, hyperaemic splenomegaly hemoragi lymphadenitis, dan 
hemoragi petechiae pada pulmo, saluran urinari dan ginjal (Sanchez, 
2018). Menurut Beltran (2017), babi yang terinfeksi pada bentuk akut 
akan mengalami demam 40-42°C, tidak nafsu makan, babi terlihat 
mengantuk, lemah dan selalu berbaring serta frekuensi pernapasan yang 
meningkat. Kematian sering tejadi di 6-9 hari untuk strain yang sangat 
virulen. 
Pada bentuk subakut yang disebabkan oleh isolat virulen 
mortalitas sekitar 30-70%, masa inkubasi lebih lama (babi akan mati 
pada hari 20 setelah infeksi) dan gejala klinis terlihat kurang jelas, 
terdapat beberapa seperti perubahan vaskular, hemoragi dan edema. 
Isolat virulen yang rendah dapat menyebabkan terjadinya bentuk kronis 
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dari penyakit, yang dikarakterisasikan oleh tidak adanya lesi vaskular 
dan angka kematian yang rendah, tetapi tanda-tanda seperti 
pertumbuhan yang terhambat, kekurusan, pembengkakan sendi, ulkus 
kulit dan lesi yang berhubungan dengan infeksi bakteri sekunder 
(Sanchez, 2018). Perubahan yang terlihat jelas yaitu perubahan yang 
terjadi pada vaskular, terutama pendarahan dan edema. Selain itu pada 
babi yang sedang buntukng dapat mengalami abortus (Beltran, 2017). 
Bentuk kronis memiliki tingkat kematian biasanya kurang dari 
30%. Bentuk kronis berasal dari virus yang dilemahkan secara alami, 
atau dari virus isolasi vaksin. Gejala klinis muncul pada hari ke 14 
hingga 21 pasca infeksi yaitu demam ringan yang diikuti dengan 
gangguan pernapasan ringan, pembengkakan sendi sedang higga berat. 
Pada area kulit juga terliat memerah dan nekrotik. Temuan nekropsi 
terdapat nekrosis kaseosa di paru-paru, perikarditis fibrinosa, dan 
edema pada kelenjar getah bening (Beltran, 2017). 
 2.1.3 Diagnosa Penyakit 
Diagnosa penyakit ASF dapat dilakukan dengan mengamati 
gejala klinis, pengamatan epidemiologi penyakit, pemeriksaan 
laboratorium seperti uji serologi, virologi dan pemeriksaan post 
mortem. gan uji serologi seperti uji ELISA, Hemaglunisasi Inhibisi dan 
Immunodot blot. Sedangkan uji deteksi virus ASF dilakukan dengan uji 
fluorescent antibodi (DFA) dan real time q-PCR  dan konvensional 
PCR. Real time PCR dan ELISA merupakan diagnosis baku dan paling 
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sering digunakan. Sampel yang dapat dikoleksi untuk pemeriksaan 
serologi yaitu serum dan untuk uji virologi berupa organ seperti limpa, 
hati, tonsil, ginjal, limfoglandula, jantung dan paru-paru atau darah 
dalam EDTA, swab nasal dan swab rektal (Sendow, 2020). 
 2.1.3.1 Deteksi Antigen dengan Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Polymerase chain reaction (PCR) merupakan uji yang 
digunakan untuk mendeteksi genome virus ASF pada sampel yang 
berasal dari babi seperti pada darah dan organ. Fragmen kecil pada 
DNA virus diperkuat oleh PCR hingga ke jumlah yang dapat dideteksi. 
Diagnosa ASF dengan menggunakan PCR dapat dilakukan dalam 
beberapa jam setelah sampel tiba di laboratorium. PCR memberikan 
sensitivitas dan spesifitas yang lebih tinggi daripada metode alternatif 
lainnya yang dapat dilakukan untuk mendeteksi antigen, seperti uji 
ELISA dan uji fluorecent antibodi langsung (Beltran, 2017). 
2.1.3.2 Deteksi Antigen dengan ELISA 
Antigen virus dapat dideteksi menggunakan uji ELISA yang 
merupakan uji yang lebih murah dibandingkan metode PCR dan dapat 
melakukan uji dalam skala besar dalam waktu yang singkat. Pada 
kondisi penyakit subakut dan kronis, ELISA memiliki sensitivitas yang 
menurun secara signifikan. Sampel yang berasal dari lapangan 
seringkali datang dalam kondisi buruk sehinggal dapat menurunkan 
sensitivitas tes dan mempengaruhi hasil (Beltran, 2017). 
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2.1.4 Transmisi dan kontrol ASF (African Swine Fever) 
Penularan ASF dapat terjadi melalui kontak langsung dengan 
rute oro-nasal, melalui ekskresi dari babi yang terinfeksi, atau dari 
konsumsi daging babi yang terkontaminasi virus. Jalur trasmisi tidak 
langsung yaitu melalui fomite atau transmisi oleh vektor melalui gigitan 
dari caplak lunak Ornithodoros yang membawa virus (Beltran, 2017). 
ASF berkembang di Afrika bagian selatan dan timur, dimana siklus 
sylvatic dari pemeliharaan dan transmisi yang melibatkan inang alami 
dan vektor yaitu babi hutan  (Phacochoerus spp.) dan caplak 
(Ornithodoros moubata complex). Caplak hidup di tubuh babi dan 
memakan darah lalu menularkan virus yang dibawa oleh caplak. Babi 
hutan dikenal kebal terhadap efek patogenik virus, tidak 
mengembangkan viremia dan tidak menunjukkan tanda-tanda klinis 
meskipun virus dapat diekstraksi dari jaringan limfoidnya. Caplak dapat 
hidup dan menularkan virus ke babi selama beberapa tahun dan juga 
menularkan virus secara transovarial, transtadial dan seksual (Penrith, 
2009).  
Penularan dari siklus sylvatic (Babi liar Afrika) ke siklus 
domestik (babi peternakan) terjadi melalui kontak tidak langsung oleh 
caplak. Hal ini terjadi ketika babi peternakan dan babi hutan berbagi 
tempat yang sama, terutama saat babi hutan membuat liang di 
peternakan atau saat caplak terbawa ke desa melalui bangkai babi hutan 
yang dibunuh untuk dimakan. Pada siklus domestik virus dapat 
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menyebar secara kontak langsung melalui jalur oro-nasal setelah kontak 
dengan eksresi dari babi yang terinfeksi, melalui konsumsi daging babi 
atau produk yang terkontaminasi lainnya, atau secara tidak langsung 
melalui fomite. Virus dapat ditularkan dari satu peternakan ke 
peternakan lainnya karena campur tangan manusia, seperti penularan 
melalui peralatan, pada saat memberik makan babi terinfeksi, dan lain-
lain. Rute penularan ini membutuhkan populasi babi yang besar agar 
virus tetap beredar. Namun, meski tidak ada babi yang terinfeksi, virus 
masih dapat bertahan didalam daging yang dibekukan dan dapat 
bertahan dalam waktu yang lama, lalu akan menyebar kembali ketika 
produk daging itu dikonsumsi (Beltran, 2017). 
Resiko dari ASFV dapat ditekan dengan melakukan biosecurity 
yang baik, tidak hanya di peternakan tetapi dilakukan di semua rantai 
penyebaran, seperti pada pasar hewan, tempat pemotongan hewan, dan 
transportasi. Biosecurity dilakukan untuk menghindari masuknya 
patogen ke pertenakan, dan juga untuk mencegah dan memperlambat 
penyebaran penyakit ke hewan yang tidak terinfeksi didalam peternakan 
dan untuk menghentikan infeksi dari babi hutan (Beltran, 2017). 
2.2 Struktur Protein p22 ASFV 
ASFV adalah virus dsDNA yang merupakan anggota genus 
Asfivirus, termasuk ke dalam keluarga Asfarviridae. Ciri-ciri unik dari 
virus ini yang awalnya diklasifikasikan dalam Iridoviridae karena 
lokasi genom sitoplasma dan struktur yang sama, kemudian masuk ke 
 
  14  
dalam Poxviridae berdasarkan struktur dan replikasi genom 
mengakibatkan terciptanya keluarga baru berdasarkan nama virus. 
Genom dsDNA ukurannya bervariasi, panjangnya berkisar antara 170 
hingga 190 kb. Variasi ukuran ini disebabkan oleh heterogenitas 
panjang di bagian pusat sekitar 125 kb. Daerah variabel kiri berkisar 
antara 38-47 kb dan daerah variabel kanan berkisar antara 13-16 kb. 
Variasi panjang genom antara isolat tidak hanya karena variasi 
panjang di daerah mengapit tetapi juga muncul dari variasi panjang 
kecil di CCR (central conserved region) (Liu, 2014). Protein p22 
dikodekan oleh gen ORF KP177R. Protein ini memiliki berat molekul 
22 kDa dan terletak dibagian eksternal virus dan membawa hidrofobil 
domain yang dicirikan oleh sinyal peptida. p22 berlokasi di amplop 
virus sebagai gen tunggal (Luka, 2016). Selama 6 jam pertama infeksi 
virus, kebanyakan p22 dapat diimunolabel tanpa permeabilisasi sel, 
menunjukkan terkait secara eksternal ke membran plasma (Camacho, 
1991) 
 
Gambar 2.2. Struktuk 3D Protein p22-ASFV (UniProt) 
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2.3 Mekanisme Sistem Imun Melawan Virus 
Sistem imun merupakan kumpulan mekanisme dalam suatu 
mahluk hidup yang melindunginya terhadap infeksi dengan 
mengidenti • kasi dan membunuh substansi patogen. Respons imun 
dikategorikan menjadi respons imun innate (alami/nonspesifik) dan 
respons imun adaptif (spesifik). Contoh komponen imunitas innate 
adalah sel fagosit (sel monosit, makrofag, neutrofil) yang secara 
herediter mempunyai sejumlah peptida antimikrobial dan protein yang 
mampu membunuh bermacam-macam bahan patogen, bukan hanya satu 
bahan patogen yang spesifik. Sebaliknya, respons imun adaptif akan 
meningkat sesudah terpapar oleh suatu bahan patogen. Pada respons 
imun adaptif spesifik, sel limfosit (sel T dan sel B) merupakan 
komponen dasar yang berperan penting, mengindikasikan adanya 
respons imun yang spesifik. Kemampuan sel T dan sel B untuk 
mengenali struktur spesifik oligomer pada suatu bahan patogen dan 
membentuk progeni juga merupakan struktur yang dikenali, dan 
membuat sistem imun mampu merespons lebih cepat dan efektif ketika 
terpapar kembali dengan bahan patogen tersebut (Sudiono, 2014).   
Respons imun innate dimediasi oleh rangkaian kompleks dari 
peristiwa selular dan molekular termasuk fagositosis, radang, aktivasi 
komplemen, dan sel NK. Berbeda dengan respons imun adaptif yang 
meningkat pada tiap paparan selanjutnya dengan antigen yang sama, 
respons imun innate tidak berubah saat paparan berikutnya. Respons 
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imun adaptif dimediasi oleh sel limfosit. Terjadi dengan cara aktivasi, 
proliferasi, dan diferensiasi bermacam-macam sel limfosit melalui AMI 
(antibody mediated immune response) atau CMI (cellmediated immune 
response), menghasilkan pemusnahan patogen penyerang. Pada 
imunitas dimediasi antibodi (AMI), ikatan antigen dengan reseptor 
antigen (misalnya, antibodi) pada sel B menyebabkan aktivasi dan 
diferensiasi sel B menjadi sel plasma pembentuk antibodi. Namun, 
aktivasi penuh dan diferensiasi sel B menjadi sel plasma sebagai 
respons terhadap sebagian besar antigen membutuhkan sinyal ko-
stimulator yang dibentuk oleh interaksi sel B dengan CD4+ sel T-helper 
(sel T mengekspresi molekul CD4). Ikatan molekul CD154 pada CD4+ 
sel T ke molekul CD40 pada sel B bersama pem bentukan sitokin (IL-4 
dan IL-5) oleh sel CD4+ T-helper menyebabkan aktivasi penuh dari sel 
B dan diferensiasi sel B menjadi sel plasma pembentuk antibodi. Tiap 
sel plasma menyekresi sekitar 2000 antibodi/detik untuk melawan 
antigen asal dan proses ini berlanjut sekitar 4-5 hari. Pembentukan 
antibodi oleh sel plasma meningkat oleh aktivasi sitokin IL-6. Antibodi 
yang disekresi beredar dalam sirkulasi darah dan limfatik, terikat pada 
antigen asal dan menandainya untuk dimusnahkan oleh beberapa 
mekanisme, termasuk aktivasi sistem komplemen, memicu fagositosis. 
CMI melaan patogen penyerang dengan dimediasi oleh limfosit T. 
Limfosit T bertanggung jawab terhadap imunitas dimediasi sel (CMI) 
dalam melawan antigen asing (Sudiono, 2014). 
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2.4  SDS-PAGE 
Elektroforesis termasuk salah satu alat yang digunakan untuk 
memisahkan fraksi-fraksi suatu campuran berdasarkan atas pergerakan 
partikel yang bermuatan dibawah pengaruh medan listrik. 
Elektroforesis adalah suatu teknik pemisahan molekul selular 
berdasarkan atas ukurannya, dengan menggunakan medan listrik yang 
dialirkan pada suatu medium yang mengandung sampel yang akan 
dipisahkan. Kecepatan gerak molekul tergantung pada rasio muatan 
terhadap massanya, serta tergantung pada bentuk molekulnya. 
Elektroforesis dapat digunakan untuk keperluan preparatif, selain 
bersifat analitik, bentuknya ada yang bersifat kolom, ada pula 
lempengan. Salah satu jenis elektroforesis adalah elektroforesis SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel Elctroforesis). 
Prinsip pengguaan metode ini adalah migrasi komponen akrilamida. 
Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel Elektroforesis (SDS-
PAGE) adalah teknik untuk memisahkan rantai polipeptida pada protein 
berdasarkan kemampuannya untuk bergerak dalam arus listrik, yang 
merupakan fungsi dari panjang rantai polipeptida atau berat 
molekulnya. Hal ini dicapai dengan menambahkan deterjen SDS dan 
pemanasan untuk merusak struktur tiga dimensi pada protein dengan 
terpecahnya ikatan disulfide yang selanjutnya direduksi menjadi gugus 
sulfidhihidril (Aulanni’am et al., 2012;  Fiqiyana et al., 2013 ;Saputra, 
2014) 
 
  18  
Penggunaan SDS-PAGE bertujuan untuk memberikan muatan 
negatif pada protein yang akan dianalisa. Protein yang terdenaturasi 
sempurna akan mengikat SDS dalam jumlah yang setara dengan berat 
molekul tersebut. Denaturasi protein dilakukan dengan merebus sampel 
dalam buffer yang mengandung β-merkaptoetanol (berfungsi untuk 
mereduksi ikatan disulfide), gliserol dan SDS. Muatan asli protein akan 
digantikan oleh muatan negatif dari anion yang terikat sehingga 
kompleks protein SDS memiliki rasio muatan per berat molekul yang 
konstan. SDS adalah detergen anionik yang dapat melapisi protein, 
sebagian besar sebanding dengan berat molekulnya, dan memberikan 
muatan listrik negatif pada semua protein dalam sampel. Protein 
glikosilasi mungkin tidak bermigrasi, karena diharapkan migrasi protein 
lebih didasarkan pada berat molekul dan massa rantai polipeptidanya, 
bukan gula yang melekat. SDS mengubah semua molekul protein  
kembali ke struktur primernya (struktur linear) dengan cara 
meregangkan gugus utama polipeptida. Selain itu, SDS juga 
menyelubungi setiap molekul protein dengan muatan negatif 
(Aulanni’am et al., 2012;  Fiqiyana et al., 2013 ;Saputra, 2014). 
2.5  ELISA 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) merupakan 
suatu teknik biokimia untuk mendeteksi kehadiran antibodi atau antigen 
dalam suatu sampel. ELISA dipakai untuk pengujian semua antigen, 
hapten atau antibodi. Keberadaan respon imun spesifik ditunjukkan 
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dengan peningkatan produksi antibodi pada ikan yang divaksin dan 
dapat dideteksi dengan beberapa metode yang sudah banyak 
dikembangkan, salah satunya adalah metode indirect-enzim linked 
immunosorbent assay (ELISA). Prinsip ELISA secara umum adalah 
mendeteksi adanya antibodi atau antigen dalam sampel. Adanya ikatan 
antara antigen dan antibodi yang berpasangan ditandai dengan 
menggunakan enzim spesifik dan dideteksi melalui penambahan 
substrat dan dapat dilihat secara visual melalui perubahan warna, atau 
dengan bantuan alat yang dikenal dengan ELISA reader dengan panjang 
gelombang tertentu (Sumiati, 2015). ELISA memiliki 4 teknik yaitu 
direct ELISA, indirect ELISA, sandwich ELISA dan competitive 
ELISA (Elisa, 2017). 
 2.6  Western Blot 
Western Blot adalah metode immunoblotting yang digunakan 
untuk menguji adanya protein spesifik pada suatu sampel. Western 
Blot memiliki prinsip dengan cara mereaksikan antigen dengan 
antibodi dan divisualisasikan menggunakan pewarnaan (Rantam, 
2003). Protein dipisahkan berdasarkan berat molekul dan jenisnya 
melalui elektroforesis gel. Hasil ini kemudian ditransfer ke membran 
yang menghasilkan pita untuk setiap protein. Membran tersebut 
kemudian diinkubasi dengan label antibodi khusus untuk protein 
yang diinginkan. Antibodi terikat pada protein yang diinginkan. 
Antibodi yang terikat kemudian dideteksi dengan mengembangkan 
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film. Pita pada gel elektroforesis harus terlihat. Protein yang 
diinginkan akan diikat oleh antibodi hanya mengikat protein yang 
diinginkan, hanya satu pita yang harus terlihat (Mahmood dan Yang, 
2015). Kelebihan utamanya adalah kecepatan dan kelengkapan 
transfer. Efektivitas transfer protein tergantung pada jenis gel yang 
digunakan, massa molekul protein, dan jenis membran (Jensen, 
2012). 
 2.7 Kelinci (Oryctolagus cuniculus) 
Kelinci New Zealand White (Oryctolagus cuniculus) merupakan 
ras kelinci albino yang memiliki bulu yang tidak mengandung pigmen. 
Ciri-ciri kelini ini adalah bulu putih, halus, padat tebal dan memiliki 
mata berwarna merah. Kelinci ini berasal dari New Zealand. Kelinci ini 
cocok untuk diternakan sebagai penghasil daging komersil. Berat anak 
kelinci yang berumur 58 hari sekitar 1,8 kg, untuk kelinci yang berumur 
8 minggu berat rata-rata yaitu 3,6 kg dan umur 10-12 minggu beratnya 
dapat mencapai 4,5-5 kg (Hustamin, 2006). 
Keunggulan kelinci New Zealand White adalah pertumbuhannya 
yang cepat yaitu pada umur 7-8 bulan sudah mencapai dewasa kelamin 
dan sudah dapat dikawinkan. Kelinci jenis ini sudah banyak diternakan 
dengan berbagai kondisi lingkungan yang berbeda dan dapat 
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BAB III KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 
3.1 Kerangka Konseptual Penelitian 
 
 
Protein p22 dikodekan oleh gen ORF KP177R. Protein ini memiliki 
berat molekul 22 kDa dan terletak dibagian eksternal virus dan membawa 
hidrofobil domain yang dicirikan oleh sinyal peptida. p22 berlokasi di 
amplop virus. Dalam penelitian ini respon imun yang diharapkan adalah 
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meningkatnya IgG pada serum kelinci setelah dilakukan pengulangan 
imunisasi. Respons imun dikategorikan menjadi respons imun innate 
(alami/nonspesifik) dan respons imun adaptif (spesifik). Contoh komponen 
imunitas innate adalah sel fagosit (sel monosit, makrofag, neutrofil) yang 
mengenali, menyerang antigen dan juga memproduksi sitokin (IL-1, IL-6 
dan IFN). Aktivasi fagosit ditandai dengan aktifnya makrofag melepaskan 
mediator proinflamasi sitokin IL-1, IL-6 dan IFN (mengaktivasi sel NK), IL-
12 (diferensiasi sel T dan mengaktifkan sel NK), dan IL-6 (aktivasi limfosit 
B dan T) serta IL-8 yang mengaktifkan sel-sel PMN secara lokal ke daerah 
terjadinya infeksi. Bersamaan dengan aktifnya limfosit B dan limfosit T. 
Antigen Presenting Cell secara terus menerus mengekspresikan molekul 
MHC-II dalam jumlah besar dan memiliki aktivitas co-stimulatory sehingga 
dapat mengaktifkan sel T-th (helper), limfosit T helper berperan menolong 
limfosit B dalam diferensiasi dan memproduksi antibodi. Fragmen antigen 
p22 akan dipecah menjadi molekul-molekul peptida oleh APC kemudian 
diikat pada permukaan MHC-II + CD4 yang dipresentasikan ke sel T melalui 
reseptor TCRs. Tanpa adanya interaksi TCR dan sitokin, ikatan antigen 
dengan mIg pada sel B tidak akan menginduksi proliferasi dan diferensiasi 
yang dapat memberikan respon imun lebih cepat pada pajanan ulang dengan 
antigen yang sama. Pada imunitas humoral sel T CD4+ akan berinteraksi 
dengan sel B dan merangsang proliferasi dan diferensiasi sel B melalui 
modulasi sejumlah sitokin yang diaktifkan melalui sel Th1 (IL-2, IFN-γ dan 
TNF) yang melawan patogen intraseluler melalui aktivasi makrofag. Adapun 
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sel Th2 akan menyebabkan aktivasi penuh dan diferensiasi sel B menjadi sel 
plasma melalui pembentukan sitokin IL-4, IL-5 dan IL-6 yang merangsang 
pembentukan antibodi IgG1 dan Ig E oleh IL-4, IgA oleh IL-5 dan IgG3 dan 
IgG2 oleh IFN-γ. Aktifnya sejumlah immunoglobulin khususnya IgG akan 
mengikat antigen p22 dan menghantarkannya ke sistem efektor pemusnah. 
Rangsangan pertama antigen p22 akan merangsang sel B untuk produksi Ig 
M kemudian pada rangsangan ulang akan mengalihkan sel B ke produksi 
IgG yang memiliki 75% komponen utama imunoglobulin yang ditemukan 
dalam serum. 
3.2 Hipotesis 
Berdasarkan rumusan masalah yang telah ada, maka hipotesis yang 
dapat diajukan adalah sebagai berikut: 
1. Protein rekombinan p22-ASF  mampu menginduksi  terbentuknya  
poliklonal antibodi p22-ASF  pada  kelinci ( Oryctolagus cuniculus ) 
dengan metode ELISA. 
2.Antibodi poliklonal  p22-ASF yang diproduksi pada  kelinci ( 
Oryctolagus cuniculus ) dapat dikenali  protein p22-ASFV dengan 
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BAB IV METODE PENELITIAN 
 
4.1 Tempat dan Waktu Penelitian  
Penelitian ini dilaksanakan di ADD Laboratorium FKH UB dan Institut 
Biosains Universitas Brawijaya.Kegiatan analisa profil pita protein, ELISA, dan 
uji Western Blot dilaksanakan di Laboratorium ADD dan kegiatan induksi antigen 
pada hewan coba dilaksanakan di Institut Biosains Universitas Brawijaya. 
Kegiatan penelitian dilaksanakan pada bulan Maret 2021 sampai Juni 2021. 
4.2 Rancangan Penelitian 
1. Isolasi protein rekombinan p22 dari media kultur dengan metode 
elektroforesis untuk memperoleh pita (band) p22 yang di loading pada gel 
SDS-PAGE. 
2. Purifikasi protein p22 dengan metode elektroforesis dan elektroelusi 
menggunakan SDS PAGE. 
3. Imunisasi pada kelinci New Zealand white selama 66 hari dimana 
dilakukan sekali booster dengan penambahan adjuvant. Imunisasi pertama 
dengan konjugat CFA (Complete Freund’s Adjuvant) dan IFA (Incomplete 
Freund’s Adjuvant). Bleeding dilakukan satu minggu sekali untuk evaluasi 
titer antibodi kelinci. 
4. Perhitungan titer antibodi serum kelinci dengan metode indirect ELISA 
yang dibaca pada panjang gelombang 450 nm. 
5. Karakterisasi antibodi poliklonal p22 terhadap protein rekombinan p22- 
ASFV dengan menggunakan uji Western Blot. 
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4.3 Alat dan Bahan 
4.3.1 Isolasi sampel protein rekombinan  
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya: protein 
rekombinan p22 (di) dalam media kultur, Phenylmethanesulfonyl fluoride 
(PMSF), PBS-Tween, Tris-HCl pH 6.8, dan ethanol 70% . Adapun alat yang 
digunakan diantaranya: vortex, microtube, mikropipet, sentrifus dan 
inkubator. 
4.3.2 Elektroforesis SDS-PAGE 
Bahan yang digunakan untuk teknik elektroforesis SDS-PAGE 
diantaranya: sampel protein p22,  acrylamide 30%, SDS 10%, Tris-HCL 1 M 
pH 8.8, Tris-HCL 1 M pH 6.8, reducing sample buffer (RSB), running buffer 
pH 8.3, APS 10% (ammonium persulfate), TEMED dan aquades. Adapun alat 
yang digunakan diantaranya: gelas ukur, mikropipet, glass cassette, casting 
stand, buffer dam, casting frame, gel cassette, mini tank and lid.  
4.3.3 Purifikasi protein  
Bahan yang digunakan untuk purifikasi protein yaitu  Membran 
selofan Buffer phosphat 0,2 M, Buffer phosphat 0,1 M, Tris 0,02 M pH 6,8 
dan Ethanol. 
4.3.4 Indirect ELISA 
Bahan yang digunakan diantaranya: serum kelinci, phosphate-buffered 
saline (PBS), PBS-tween, Coating buffer, 5% Skim Milk, 3 M NaOH, 
substrat PNPP, dan Goat Anti Rabbit AP Conjugated. Adapun alat yang 
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digunakan diantaranya: 96 well plate, mikropipet, yellow tip, incubator, 
ELISA plate reader. 
4.3.5 Western Blot 
Bahan yang digunakan diantaranya : gel elektroforesis, PBS skim 1%, 
PBS Tween-20 0,05%, Anti Rabbit IgG Alkaline Phosphate, membran 
nitroselulose, antibodi primer, blocking buffer TBS, dan Aquades steril. 
Adapun alat yang digunakan adalah mikropipet, glass plate. 
4.4 Prosedur Kerja  
4.4.1 Isolasi sampel protein rekombinan 
Sampel protein rekombinan p22 yang dikoleksi dalam media kultur 
sel (E.coli) ditumbuhkan pada media LB (Luria-Bertani) 37 ºC diperoleh dari 
PUSVETMA Surabaya. Untuk memperoleh protein rekombinan p22 murni 
dalam sel bakteri dilakukan sentrifugasi pada 6000 rpm pada suhu 4ºC selama 
15 menit hingga diperoleh pellet dan supernatan. Bagian pelet kemudian 
diambil 200 µL lalu ditambahkan larutan PBST sebanyak 5 kali volume 
pellet. Di vortex sampai homogen lalu dilakukan sentrifugasi selama 10 menit 
pada 6000 rpm suhu 4 ºC. Setelah diperoleh pellet dan supernatannya. Bagian 
supernatan ditambahkan ethanol 70% dengan perbandingan 1:1 dengan 
bagian supernatant. Dikocok perlahan lalu di inkubasi overnight pada suhu 
dingin. Kemudian dilanjutkan dengan melakukan sentrifugasi selama 10 
menit pada 6000 rpm suhu 4 ºC. Bagian supernatan yang diperoleh dan 
dibuang dan bagian pellet dikeringkan pada suhu ruang hingga tidak tercium 
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bau ethanol.  Ditambahkan tris HCL pH 6.8 lalu di simpan pada suhu dingin 
sampai sampel siap di loading pada sumuran gel.    
4.4.2 Elektroforesis SDS-PAGE 
Sampel isolasi protein dihidrolisis dengan penambahan Reducing 
Sample Buffer (SDS, Tris-HCl pH 6.8, glycerol 100%, β-mercaptoethanol, 
dan bromophenol blue) dengan perbandingan 1:1 lalu dipanaskan pada suhu 
95 ºC selama 5 menit. Sampel yang telah dipanaskan kemudian di load pada 
sumuran gel elektroforesis. Untuk pembuatan gel elektroforesis mengacu 
pada instruksi manual Mini-PROTEAN Tetra Cell. Dimana pembuatan 
bagian separating gel 12% sebanyak 2 gel digunakan akrilamid 30% 
sebanyak 5000 µL, Tris HCl ph 8.8  1505 µL, akuades 4250 µL, SDS 10% 
125 µL, APS 10% 125 µL dan TEMED 12.5 µL. Adapun untuk bagian 
stacking gel 5% digunakan akrilamid 30% sebanyak 520 µL, Tris HCl ph 6.8  
1000 µL, akuades 2400 µL, SDS 10% 60 µL, APS 10% 60 µL dan TEMED 
10 µL. Gel lalu dicetak pada glass cassette ditunggu hingga mengeras dan 
sumuran terbentuk jelas. Gel kemudian dipasang pada clamping frame lalu 
dimasukkan ke mini tank kemudian dimasukkan larutan running buffer 
bagian tengah clamping frame sampai penuh setengah untuk bagian luar. 
Sampel yang sudah dipanaskan dengan penambahan RSB kemudian 
dimasukkan ke tiap sumuran, satu sumuran diisi dengan protein marker. 
Elektroforesis dilakukan pada 150 V sampai batas bagian bawah dari 
separating gel. Pada manual Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad 
menyatakan bahwa untuk penerapan power Mini-Protean Tetra cell 
 
  28  
elektroforesis yang direkomendasikan untuk SDS-PAGE yaitu 200 V selama 
35 menit. Waktu untuk melakukan elektroforesis bervariasi antara 35 menit 
sampai 45 menit untuk Tris HCL gel. Tergantung dari level persentasi dari 
akrilamide (www.bio-rad.com). Setelah gel di elektroforesis lanjut kemudian 
dilakukan pewarnaan menggunakan Commassie blue staing selama 30 menit 
lalu dilanjutkan dengann melakukan destaining dengan larutan destaining 
(methanol, asam asetat glasial, dan H2O) Aulanni’am et al., 2012;  Fiqiyana et 






4.4.3 Purifikasi protein melalui metode elektroelusi 
Gel SDS-PAGE yang tidak dilakukan pewarnaan kemudian dipotong 
dan dimasukkan ke dalam kantong selofan ditambah dengan buffer phosphat 
0,02 M. Kemudian dimasukkan ke dalam chamber elektroelusi yang telah 
terisi buffer phosphat 0,01 M dan dielektroelusi pada 250 V, 20 mA pada 
suhu 4 oC overnight. Buffer phosphat dalam kantong selofan diambil dan 
dimasukkan ke dalam microtube kemudian dengan perbandingan 1:1 
ditambahkanetanol dingin dan dihomogenkan. Selanjutnya dimasukkan ke 
dalam refrigerator selama 30 menit atau semalam. Disentrifugasi 6000 rpm 
selama 5 menit dan diendapkan dalam suhu 4oC selama 5 menit. Supernatan 
dibuang dan presipitat dikeringanginkan kemudian ditambah dengan 200 μL 
Tris-Cl 20 mM. 
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 4.4.4 Imunisasi Hewan Coba Kelinci  
Kelinci diinjeksi dengan antigen protein rekombinan p22 sebanyak 
800µL secara subkutan. Hari pertama dilakukan pengambilan darah sebelum 
dilakukan imunisasi dengan penambahan adjuvant Complete Freund’s 
Adjuvant sebanyak 400 µL. Booster dilakukan pada minggu ke-3 dan  minggu 
ke-5 dengan penambahan 400 μL Incomplete Freud’s Adjuvant (IFA). 
Pengambilan darah kelinci dilakukan sekali seminggu.  
4.4.5 Uji Spesifikasi antibodi dengan ELISA 
Metode ELISA diawali dengan melakukan pengenceran antigen dalam 
Coating Buffer dengan berbagai  perbandingan 1:10, 1:20, 1:40, dan 1:80 dan 
diisi 100 μl/well dilanjutkan dengan inkubasi semalaman pada suhu 4˚C. 
Setelah inkubasi selesai, antigen kemudian dicuci dengan menggunakan 
larutan PBST selama 3x3 menit sebanyak 200 μl/well. Selanjutnya dilakukan 
blocking dengan penambahan larutan Blocking Buffer (susu skim 5%) 
dengan pengencer PBST sebanyak 100 μl/well, dilakukan inkubasi pada suhu 
ruang selama 2 jam dan dicuci dengan larutan PBST selama 3x3 menit. 
Dilanjutkan dengan inkubasi antibodi primer sebanyak 100 μl/well selama 2 
jam. Kemudian dilakukan inkubasi selama 2 jam pada suhu ruang dan dicuci 
dengan larutan PBST selama 3x3 menit. Selanjutnya dilakukan coating 
antibodi sekunder (Anti Rabbit IgG AP Conjugated) (1:2500) dalam larutan 
PBS, inkubasi antibodi sekunder pada suhu ruang selama 2 jam. Setelah 
inkubasi selasai dicuci dalam larutan PBST selama 3x3 menit. Ditambahkan 
substrat pNPP dalam dietanolamin 10% 50 μl/well setelah dilakukan 
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pencucian. Kemudian dilakukan inkubasi selama 30 menit pada suhu ruang 
dalam ruangan gelap tanpa dilakukan pencucian. Langkah berikutnya adalah 
dengan menambahkan NaOH 3M 50μl/well sebagai stop reaction. Pembacaan 
hasil dilakukan dengan menggunakan ELISA reader pada panjang gelombang 
405 nm. 
4.4.6 Karakterisasi antibodi poliklonal p22 terhadap protein rekombinan 
p22 dengan Western Blot 
Metode western blot diawali dengan pembuatan gel elektroforesis 
untuk dilakukan running elektroforesis, kemudian dilanjutkan dengan transfer 
protein dari gel ke membran nitroselulosa atau PVDF, dilakukan blocking 
dengan PBS Skim 5% selama 1 jam dan dicuci dengan PBS Tween selama 
3x3 menit. Setelah itu direaksikan selama 1 jam dengan antibodi primer 
dengan pengenceran PBS-Tween, sambil digoyang. Kemudian membran 
dicuci dengan PBS Tween 3x3 menit dan diinkubasi dengan antibodi 
sekunder Anti Rabbit IgG Alkaline Phospatase dengan pengenceran 1:1000 
selama 1 jam sambil digoyang. Membran dicuci dengan PBS Tween 3x3 
menit, diinkunbasi dengan substrat NBT hingga terlihat terbentuknya pita, 
dilanjutkan dengan pemberian larutan stop solution menggunakan aquades, 
lalu membran dikeringkan dan diamati pitayang terbentuk Aulanni’am et al., 
2012;  Fiqiyana et al., 2013). 
4.4.7 Analisa Data 
Data hasil karakterisasi protein rekombinan diperoleh dari metode 
SDS-PAGE dan Western Blot dalam bentuk kualitatif berdasarkan profil pita 
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protein. Untuk mengevaluasi kemampuan antibodi mengenali protein aslinya 
(protein rekombinan p22) dianalisis dengan metode ELISA yang dilakukan 
secara kuantitatif maupun kualitatif. Hasil ELISA secara kualitatif dapat 
diamati dengan adanya perubahan intensitas warna yang terbentuk. Hasil 
ELISA secara kuantitatif diamati dari nilai optical density (OD) yang diukur 
dengan menggunakan ELISA reader dan diinterpretasikan dalam 
perbandingan dengan kurva standard untuk menghitung konsentrasi antibodi 
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BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN 
5.1 Karakterisasi Protein Rekombinan p22 dengan SDS-PAGE 
 Metode SDS-PAGE yang dilakukan untuk analisa protein rekombinan p22 
yang merupakan antigen yang akan digunakan untuk produksi antibodi 
poliklonal pada kelimci. Protein rekombinan p22 yang dgunakan berasal dari 
media kultur cair E.colli yang didapatkan dari PUSVETMA Surabaya. SDS-
PAGE bertujuan untuk mengetahui keberadaan protein p22 dengan berat 
molekul 22 kDa. Penentuan berat molekul dari pita yang muncul dilakukan 
dengan perhitungan Rf dan dibutuhkan kurva standar untuk dapat 
menentukan berat molekul pita protein yang berasan dari protein marker. 
Pada hasil running SDS-PAGE protein rekombinan p22 terdapat 7 pita 
protein. Masing-masing pita yang muncul memiliki berat molekul  
berikut166,29 kDa, 130,66 kDa, 107,73 kDa, 84,64 kDa, 73,24 kDa, 35, 52 
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Gambar 5.1 Visualisasi hasil elektroforesis protein rekombinan p22 
(M=Marker, S2= p22, C1= BSA 10%) 
Hasil elektroforesis SDS-PAGE menunjukkan  bahwa sampel protein 
rekombinan terdapat pita protein dengan berat molekul 21,93 kDa. Pita 
protein tersebut diduga sebagai protein p22.  Menurut Luka (2016), protein 
p22 memiliki berat molekul relatif 22 kDa yang mana tidak jauh berbeda 
dengan pita yang terdapat pada hasil running SDS-PAGE yaitu 21,93 kDa. 
Pita protein hasil elektroforesis ini kemudian akan dimurnikan dengan 
metode elektroelusi. Prinsip elektroelusi yaitu dengan memotong gel 
poliacrylamide tanpa pewarnaan pada berat molekul tertentu. Hasil 
elektroelusi ini yang kemudian akan ditambahkan adjuvant dan diinjeksikan 
pada kelinci. Antibodi akan dihasilkan ketika tubuh kelinci dimasukkan 
antigen yang sama berulang kali. Sel B memori akan mengingat antigen 
kemudian akan membentuk antibodi terhadap antigen tersebut, hal ini dapat 
dilihat dari adanya kenaikan titer antibodi pada uji ELISA (Aulanni’am et al., 
2012;  Fiqiyana et al., 2013 ; Hasan, 2016). 
Penggunaan SDS-PAGE bertujuan untuk memberikan muatan negatif pada 
protein yang akan dianalisa. Protein yang terdenaturasi sempurna akan 
mengikat SDS dalam jumlah yang setara dengan berat molekul protein 
spesifik (Saputra, 2014). Pergerakan protein menuju elektroda tertentu pada 
gel poliakrilamida berdasarkan berat molekul dari protein tersebut, semakin 
rendah berat molekulnya maka akan semakin jauh pergerakan protein. Gel 
poliakrilamid yang telah dilakukan running SDS-PAGE akan diwarnai 
menggunakan perwarna Coomassie Brilliant Blue yang dapat berikatan 
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dengan protein kemudian dapat diketahui keberadaan serta mengukur berat 
molekul protein (Ningtyas, 2019). 
5.2 Pembuatan Antibodi Poliklonal dan Uji Imunogenitas dengan Teknik 
ELISA 
Imunisasi pada kelinci dilakukan tiga kali yaitu injeksi pertama dilakukan 
pada minggu ke-1, kemudian injeksi ke-2 (booster 1) dilakukan pada minggu 
ke-3 dan injeksi ke-3 (booster 2) dilakukan pada minggu ke-5. Isolat protein 
yang telah dimurnikan dengan metode elektroelusi diinjeksikan pada kelinci. 
Injeksi dilakukan dengan menambahkan adjuvant pada eluat. Pengambilan 
darah dilakukan setiap minggu dari minggu ke-1 hingga minggu ke-7. 
Terdapat dua jenis adjuvant yang ditambahkan dalam pembuatan antibodi 
poliklonal yaitu CFA (Complete Freund’s Adjuvant) dan IFA (Incomplete 
Freund’s Adjuvant). Penambahan adjuvant bertujuan untuk dapat 
meningkatkan stimulasi sistem kekebalan tubuh kelinci. CFA mengandung 
mycobacterium . CFA bekerja dengan menarik makrofag dan sel lain menuju 
ke lokasi injeksi yang dapat meningkatkan respon imun. Aktifitas fase 
minyak dan stimulasi respon imun lokal bawaan yang menyebabkan 
peningkatan imunitas adaptif. Komponen penting dari respon ini adalah 
reaksi inflamasi kuat pada lokasi injeksi antigen. CFA (Complete Freund’s 
Adjuvant)  efektif dalam meningkatkan responn antibodi selular dan humoral 
terhadap immunogen yang diinjeksikan (Aulanni’am et al., 2012;  Fiqiyana et 
al., 2013 ; Fillah, 2017). 
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Serum dikoleksi dari kelinci yang telah diinjeksikan antigen p22 yang 
kemudian dilakukan uji ELISA untuk mengetahui induksi sistem inum 
humoral dan membentuk antibodi p22. Serum kelinci kemudian dipurifikasi 
untuk memperoleh antibodi berupa IgG yang akan diukur titer antibodinya 
pada setiap bleeding. Titer antibodi ditunjukkan dengan nilai absorbansi yang 
terdapat pada Tabel 5.1. 






1. K1 0,208 0,060 
2. Preimun 0,676 0,058 
3. B2 0,800 0,034 
4. B3 0,873 0,064 
5. B4 0,957 0,165 
6. B5 0,828 0,174 
7. B6 1,072 0,150 
8. B7 1,151 0,027 
   *Panjang gelombang 405nm 
   Keterangan : 
B2 : Bleeding minggu ke-2 
B3 : Bleeding minggu ke-3 
B4 : Bleeding minggu ke-4 
B5 : Bleeding minggu ke-5 
B6 : Bleeding minggu ke-6 
B7 : 
K1 : 
Bleeding minggu ke-7 
Bleeding kelinci tanpa 
perlakuan 
 
 Titer antibodi p22 diukur menggunakan ELISA reader berdasarkan nilai 
absorbansi pada panjang gelombang 405 nm untuk mengetahui pada bleeding 
berapa yang memiliki nilai titer antibodi tertinggi. Antigen yang digunakan 
berasal dari protein p22 yang akan berikatan dengan antibodi primer yang 
berasal dari serum kelinci yang telah diimunisasi dengan p22. Antibodi 
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primer akan berikatan dengan antibodi sekunder berlabel enzim. Enzim akan 
berikatan dengan substrat yang divisualisaikan dalam bentuk warna.  
Grafik titer antibodi (Gambar 5.2) menunjukkan titer antibodi preimun 
rendah dikarenakan kelinci belum diinjeksi antigen p22. Grafik bleding ke-2 
terlihat meningkat dikarenakan kelinci sudah diinjeksi antigen p22. Kelinci 
diinjeksi booster pada minggu ke-3(B3) dan ke-5 (B5) dimana terlihat grafik 
pada B4 terlihat rendah dan grafik B6 meningkat dikarenakan kelinci telah 
diinjeksi booster. Peningkatan dan penurunan titer antibodi menunjukkan 
adanya peningkatan dan penurunan kadar antibodi di dalam tubuh kelinci. 
Nilai titer antibodi meningkat terlihat pada bleeding ke-2 dan bleeding ke-6 
dan mencapai puncak tertinggi pada bleeding ke-7 dikarenakan antigen di 
dalam tubuh kelinci mencapai titik tertinggi setelah booster kedua dan 
menurun setelah bleeding ke-3 setelah booster pertama. Booster memiliki 
fungsi sebagai respon imun sekundes pada tubuh kelinci yang akan 
mengaktivasi sel B memori untuk mengenali antigen dan merespon antigen 
dengan cara memproduksi antibodi spesifik. Peningkatan titer antibdi setelah 
booster terjadi karena kelinci sudah memiliki memori terhadap antigen p22 
sehingga pada bleeding ke-7 didapatkan nilai titer antibodi yang tertinggi 
karena antibodi sudah mulai diproduksi sejak booster pertama. Hal ini terjadi 
dikarenakan jumlah sel B memori dan sel B plasma setelah booster kedua 
lebih banyak dibandingkan setelah booster pertama sehingga proliferasi sel B 
lebih banyak dan IgG yang dihasilkan mencapai titer tertinggi (Aulanni’am et 
al., 2012;  Fiqiyana et al., 2013 ; Ningtyas, 2019) 
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Gambar 5.2 Grafik hasil uji ELISA 
 Keterangan: 
B2 : Bleeding minggu ke-2 
B3 : Bleeding minggu ke-3 
B4 : Bleeding minggu ke-4 
B5 : Bleeding minggu ke-5 
B6 : Bleeding minggu ke-6 
B7 : Bleeding minggu ke-7 
 
Protein p22 yang masuk ke tubuh kelinci akan dianggap sebagai benda 
asing yang mana dapat memicu adanya respon imun pada tubuh kelinci yang 
ditandai dengan terbentuknya ikatan protein dengan reseptor sel B. Protein 
akan diendositosis kemudian akan dipecah menjadi peptida dan akan 
dipresentasikan pada permukaan sel oleh bantuak MHC II yang akan memicu 
ikatan sel B ke reseptor sel T. Ikatan sel B dengan reseptor se T ini kana 
mengakibatkan terjadinya proliferas sel B menjadi sel B plasma dan sel B 
memori. Kemudian pada saat dilakukan booster, sel B memori akan mengikat 
protein p22 yang masuk, sehingga sel B memori akan aktif. Sel B memori 
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akan menginduksi terbentuknya IgG dan IgG akan membentuk antibodi 
poliklonal.  
Berdasarkan hasil nilai titer tertinggi yang diukur menggunakan metode 
Indirect ELISA menunjukkan bahwa antibodi p22 bersifat imunogenik 
merangsang sistem imun tubuh dengan memroduksi antibodi poliklonal 
terhadap antigen.  
5.3 Uji Spesifitas dengan Metode Western Blot 
 Western blot dilakukan untuk mengetahui apakan antibodi p22 mengenali 
antigen p22. Pada uji western blot ini menggunakan sampel serum kelinci 
dengan titer antibodi tertinggi yang sebelumnya telah diketahui dari uji 
ELISA yaitu pada bleeding ke-7. Hasil menunjukkan adanya pita yang 
terbentuk, terlihat warna lebih gelap pada membran nitroselulose pada pita 
protein dengan range berat molekul 22 kDa. Prinsip dasar teknik ini adalah 
melakukan analisis protein dengan teknik SDS-PAGE (sodium deodecyl 
sulphate polyacrilamid gel) dan didapatkan protein dengan berat molekul 
berbeda terpisah pada area gel, kemudian ditransfer dari gel poliakrilamid ke 
membran nitroselulosa dengan teknik Western Blot. Hal ini dibuktikan 
dengan antigen dan antibodi spesifik yang akan berinteraksi, ditandai dengan 
warna yang muncul pada membran (Aulanni’am et al., 2012;  Fiqiyana et al., 
2013 ; Hasan, 2016) Hasil uji Western blot dapat dilihat pada Gambar 5.3. 
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Gambar 5.3 Hasil Visualisasi Western Blot Antibodi p22 (M= Marker, S1= p22) 
 Pita yang terbentuk merupakan reaksi spesifik antara antigen dengan 
antibodi. Antigen akan berikatan dengan antibodi primer, kemudian antibodi 
primer akab berikatan dengan antibodi sekunder yang telah dilabel enzim. Enzim 
akan beriikatan dengan substrat dan muncu pita berwarna biru gelap pada antigen 
berikatan dan berada pada range berat molekul 22 kDa (Eliza, 2010) 
 Analisa menggunakan Western Blot bertujuan untuk menganalisis protein 
spesifik pada sampel dan untuk membuktikan apakah antibodi yang diproduksi 
pada kelinci merupakan antibodi anti p22. Antibodi primer yang digunakan 
merupakan serum kelinci yang memiliki titer antibodi tertinggi yang mana 
kenaikan titer antibodi pada kelinci ini terjadi sesuai dengan mekanisme 
22 kDa 
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pembentukan antibodi bahwa saat tubuh terinfeksi oleh suatu antigen maka tubuh 
akan membentuk sel B memori, jika antigen yang sama dimasukkan berulang kali, 
maka tubuh akan membentuk antibodi terhadap antigen tersebut (Aulanni’am et 
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BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN 
6.1 Kesimpulan 
 Berdasarkan hasil penelitian, dapat diambil kesimpulan bahwa: 
1. Protein rekombinan p22 dapat merangsang respon imun humoral dengan 
membentuk  antibodi poliklonal anti-p22 dengan titer antibodi tertinggi 
terdapat pada bleeding ke-7 
2. Uji spesifisitas antibodi poliklonal anti-p22 diketahui mampu mengenali 
antigen protein p22 dengan berat molekul 22 kDa dengan metode Western 
Blot. 
6.2 Saran 
 Dapat dilakukan Western Blotting dengan menggunakan protein total p22 
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Lampiran 2. Metode Penelitian  
1. Perhitungan Pembuatan Larutan 
 1.1 Pembuatan Larutan Tris HCl 1 M  pH 8,8 
Tris Base ditimbang sebanyak 6,057 g dimasukkan kedalam 30 mL 
Aquades, kemudian dihomogenkan dengan menggunakan magnetic 
stirer. Kemudian diadjust pH hingga 8,8 dengan menambahkan 6N 
HCl. Ditambahkan Aquades hingga volume menjadi 50 mL.  
 1.2 Pembuatan  Larutan Tris HCl 1 pH 6,8 
Tris Base ditimbang sebanyak 6,057 g dimasukkan kedalam 30 mL 
Aquades, kemudian dihomogenkan dengan menggunakan magnetic 
stirer. Kemudian diadjust pH hingga 8,8 dengan menambahkan 6 N  
HCl. Ditambahkan Aquades hingga volume menjadi 50 mL. 
 1.3 Pembuatan Larutan SDS 10% 
Larutan SDS 10%  dibuat menggunakan 10 g SDS yang 
dicampurkan kedalam 100 mL Aquades, kemudian dihomogenkan 
dengan magnetic stirer. 
 1.4 Pembuatan Larutan Acrylamide 30% 
Bis acrylamide 0,4 g dan Acrylamide 14,6 g dilarutkan didalam 50 
mL Aquades kemudian dihomogenkan dengan menggunakan 
magnetic stirer. 
 1.5 Pembuatan Larutan APS 10% 
  Amonium persulfat ditimbang sebanyak 0,1 g dimasukkan kedalam 
1 mL Aquades kemudian dihomogenkan. 
 1.6 Pembuatan Running Buffer 1X 
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   Sodium dodecyl sulfat ditimbang sebanyak 1 g dicampurkan 
dengan Tris base 3,03 g dan Glisin 14,4 g  kemudian dimasukan 
kedalam 700 mL Aquades dan dihomogenkan dengan magnetic stirer. 
Disetarakan pada labu ukur hingga volume menjadi 1000 mL. 
 1.7 Pembuatan RSB (Reducing Sample Buffer) 
   Laemmli sample buffer diambil sebanyak 950    dicampurkan 
dengan 2-mercaptoethanol sebanyak 50    kemudian dihomogenkan 
dengan vortex. 
 1.8 Pembuatan Larutan Staining  
   Staining dibuat dengan mencampurkan Comassie Brilliant Blue 
sebanyak 0,05 g, Asam asetat glacial 5 mL, dan Methanol 10 mL 
disetarakan dengan 100 mL Aquades. 
 1.9 Pembuatan Larutan Destaining 
   Methanol absolut sebanyak 70 mL dilarutkan dengan 70 mL asam 
asetat glasial, kemudian ditambahkan 1000 mL aquades steril dalam 
gelas ukur dan dihomogenkan dengan magnetic stirer, selanjutnya 
disimpan pada suhu ruang. 
 1.10 Pembuatan Larutan Buffer Phosphat 0,2 M pH 8,3 
Larutan Buffer Phosphat 0,2 M terdiri dari 2 larutan yaitu Larutan 
A yaitu NaH2PO4H2O 0,2 M (BM = 137,99 g/mol) dan Larutan B 
yaitu NaHPO4 0,2 M (BM = 141,96 g/mol). Larutan A dibuat dengan 
cara ditimbang NaH2PO4H2O sebanyak 27,598 g, dimasukkan ke 
dalam gelas kimia dan dilarutkan dengan 900 mL aquades steril, 
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diadjust pH menjadi 8,3, dan disetarakan dalam labu ukur hingga 
volume menjadi 1000 mL. Larutan B dibuat dengan cara ditimbang 
NaHPO4 sebanyak 28,392 g, dimasukkan ke dalam gelas kimia dan 
dilarutkan dengan 900 mL aquades steril, diadjust pH menjadi 8,3, 
dan disetarakan dalam labu ukur hingga volume menjadi 1000 mL. 
Buffer Phosphat 0,2 M kemudian dibuat dengan mencampurkan 5 
bagian larutan A dan 8 bagian larutan B kemudian dihomogenkan. 
1.11 Pembuatan Larutan Buffer Phosphat 0,1 M pH 8,3 
Larutan Buffer Phosphat 0,1 M dibuat dengan melakukan 
pengenceran Buffer Phosphat 0,2 M dengan persamaan : 
V1 x M1  = V2 x M2 
V1 x 0,2 M = 500 mL x 0,1 M 
V1 = 250 mL 
Sebanyak 250 mL Buffer Phosphat 0,2 M dimasukan kedalam labu 
ukur kemudian ditambahakan dengan aquades hingga volume menjadi 
550 mL. 
 1.12 Pembuatan Larutan Phosphat Buffer Saline pH 7,4 (10 x) 
NaCl ditimbang sebanyak 4 g, KCl padat 0,1 g, KH2PO4 0,1 g, 
Na2HPO4H2O 1,08 g dimasukkan kedalam gelas ukur  dan dilarutkan 
dengan 300 mL aquades, dihomogenkan dengan menggunakan  
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magentic stirer dan diadjust pH menjadi 7,4 dan disetarakan pada labu 
ukur hingga volume menjadi 500 mL. 
 1.13 Pembuatan Larutan Coating Buffer 
Na2CO3 ditimbang sebanyak 0,159 g, NaHCO3 0,293 g, NaN3 0,02 
g, semua bahan dimasukkan kedalam gelas ukur dan dilarutkan 
dengan 80 mL aquades steril, dihomogenkan dnegan magnetic stirer 
dan disetarakan pada labu ukur hingga volume menjadi 100 mL.  
 1.14 Pembuatan Larutan Washing Buffer 
Larutan PBS 10 x sebanyak 100 mL dilarutkan dengan 900 mL 
aquades steril dan ditambahkan Tween-20 sebanyak 1 tetes (50  L). 
1.15 Pembuatan Larutan Blocking Buffer 
Susu skim ditimbang sebanyak 5 g dan dilarutkan kedalam 100 mL 
PBS-Tween. 
1.16 Pembuatan Larutan PBS-Tween 
Larutan PBS 10 x dilarutkan dengan Tween-20 sebanyak satu tetes 
(50  L). 
2. Pembuatan Gel SDS PAGE 
 a. Separating Gel 10%  
 4100    Aquades 
 3300    Acrylamid 30% 
 2500    Tris Cl pH 8,8 
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 100      SDS 10% 
 100      APS 10% 
 10        Themed 
Langkah Kerja: 
 Dicampurkan Aquades, Acrylamide 30%, Tris Cl pH 8,8, SDS 
10%,  dan APS 10%  ke dalam tabung falcon 50 mL. Dimasukkan 
Themed terakhir kemudian dihomogenkan. 
 Dimasukkan larutan yang telah homogen kedalam casting gel yang  
telah terpasang hingga dibawah garis hijau. 
 Ditambahkan aquades steril di atas larutan gel untuk meratakan 
permukaan gel dan menghilangkan gelembung. 
 Ditunggu hingga gel mengeras. 
 Dibuang aquades steril ketika gel sudah mengeras. 
b. Stacking Gel 5% 
 2400    Aquades 
 520      Acrylamid 30% 
 1000    Tris Cl pH 6,8 
 60        SDS 10% 
 60        APS 10% 





  53  
Langkah Kerja: 
 Dicampurkan Aquades, Acrylamide 30%, Tris Cl pH 6,8, SDS 
10%,  dan APS 10%  ke dalam tabung falcon 50 mL. Dimasukkan 
Themed terakhir kemudian dihomogenkan. 
 Dimasukkan larutan gel kedalam casting yang telah berisi 
separating gel hingga penuh, kemudian dipasang sisir sebagai 
cetakan sumuran 
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 Lampiran 3. Kerangka Operasional Penelitian 
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Lampiran 4. Perhitungan 
4.1 Perhitungaan Konsentrasi Elektroelusi Protein Rekombinan p22 
Tabel 4.1.1 Konsentrasi Larutan Standar BSA 10% 
No.  Konsentrasi (µg/mL)  Absorbansi  
1 1 0,693 
2 5 0,749 
3 10 0,878 
4 15 0,953 
5 20 1,055 
6 50 1,132 
7 100 1,334 
 
 
Gambar 4.1.1 Kurva Standar 
Tabel 4.1.2 Perhitungan Konsentrasi Protein Rekombinan p22 
No. Sampel Tanggal Absorbansi Konsentrasi 
(mg/mL) 
1 p22 17/04/2021 0,758 0,8079 
2 p22 02/05/2021 0,745 0,80782 
3 p22 12/05/2021 0,708 0,80761 
 
 
y = 0,0058x + 0,8035 



















Konsentrasi BSA (mg/mL) 
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Perhitungan dosis antigen 
 Protein rekombinan p22  
Kadar = 0,808 mg/mL 
 = 808 µg 
Dosis = 200 µg 
M1 x V1 = M2 x V2 
808 µg x V1 = 200 µg x 400 µL 
  V1 = 99 µL 
Protein + Tris Cl pH 6,8 = 99 µL + 301 µL  
 = 400 µL 
 Injeksi pertama : 
Protein + CFA = 400 µL + 400 µL 
 = 800 µL 
 Injeksi kedua (booster pertama) : 
Protein + IFA = 400 µL + 400 µL 
 = 800 µL 
 Injeksi ketiga (booster kedua) : 
Protein + IFA = 400 µL + 400 µL 
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4.2 Nilai Rf dan Massa Molekul Relative Protein Standar 





Log BM A (cm) B (cm) Rf (x) 
1 250 2,397940009 1 6,1 0,163934426 
2 150 2,176091259 1,4 6,1 0,229508197 
3 100 2 2,1 6,1 0,344262295 
4 75 1,875061263 2,5 6,1 0,409836066 
5 50 1,698970004 4 6,1 0,655737705 
6 37 1,568201724 4,4 6,1 0,721311475 
7 25 1,397940009 5,6 6,1 0,918032787 
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Tabel 4.2.2 Penentuan Massa Molekul Relative Protein p22 
Pita 
Ke- 
A (cm) B (cm) Rf (x) Log BM BM (kDa) 
1 1,3 6,1 0,213 2,220 166,296 
2 1,8 6,1 0,295 2,116 130,66 
3 2,2 6,1 0,360 2,032 107,734 
4 2,7 6,1 0,442 1,927 84,647 
5 3 6,1 0,491 1,864 73,244 
6 4,5 6,1 0,737 1,550 35,527 
7 5,5 6,1 0,901 1,341 21,932 
 
Menghitung berat molekul relative pita protein p22: 
Y = ax + b 
Y = -1.2778x + 2.4932 
Y = -1.2778 (0,901) + 2.4932 
    = 1,341 (anti Log) 
BM = 21,93 kDa 
4.3 Penentuan Titer dengan ELISA 







1. Blanko 0,146 0,267 0,211 0,0208 0,06 
2. Preimun 0,658 0,742 0,629 0,676333333 0,058 
3. B2 0,826 0,815 0,761 0,800666667 0,034 
4. B3 0,846 0,827 0,947 0,873333333 0,064 
5. B4 0,906 0,823 1,142 0,957 0,165 
6. B5 0,92 0,627 0,939 0,828666667 0,174 
7. B6 1,047 0,937 1,234 1,072666667 0,150 
8. B7 1,182 1,144 1,128 1,151333333 0,027 
*Panjang gelombang 405nm 
*Coating antigen pengenceran 1:40 
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Keterangan: 
B2 : Bleeding minggu ke-2 
B3 : Bleeding minggu ke-3 
B4 : Bleeding minggu ke-4 
B5 : Bleeding minggu ke-5 
B6 : Bleeding minggu ke-6 
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian 




























Proses Western Blot 
 
